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Verwendung von blockierenden Anti-TSH-Rezeptor-Antikorpern 
bei der Therapie von Hyperthyreosen sowie monoklonale Anti- 
korper fiir eine solche Verwendung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von blok- 
kierenden Anti-TSH-Rezeptor-Antikorpern im Rahmen der Thera- 
15 pie von Hyperthyreosen wie Morbus Basedow, d.h. zur Behand- 

lung bzw. zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung 
derartiger Erkrankungen, sowie fiir eine solche Verwendung 
besonders gut geeignete monoklonale Antikorper. 

20 Es ist bekannt, daS zahlreiche Erkrankungen, an denen die 
Schilddruse beteiligt ist, Autoimmunerkrankungen sind, bei 
denen Autoant ikorper gegen molekulare Strukturen der Schild- 
driise gebildet werden, die im Zusammenhang mit der Erkran- 
kung beginnen, als Autoant igene zu wirken. Die wichtigsten 
25 bekannten Auotantigene der Schilddruse sind dabei Thyreoglo- 
bulin (Tg) , die Schilddriisenperoxidase (TPO) und insbesonde- 
re der TSH-Rezeptor (TSHr) (vgl . Furmaniak J et al . , Auto- 
= = immunity 19 90, Vol. 7^ C, (i:? ^n) == =— — 




30 Der TSH-Rezeptor ist ein in der Schilddriisenmembran lokali- 

sierter Rezeptor, an den das von der Hypophyse ausgeschiit te - 
te Hormon TSH (Thyroid-stimulierendes Hormon oder Thyreotro- 
pin) bindet und dadurch die Ausschuttung der eigentlichen 
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Schilddriisenhormone , insbesondere des Thyroxins, auslost. 
Der TSH-Rezeptor gehort zur Rezeptor-Familie der G-Protein- 
gekoppelten Glykoprotein-Rezeptoren mit einer groSen amino- 
terminalen ext razellularen Domane, zu der auch der LH/CG- 
und der FSH-Rezeptor gehoren . Eine Aufklarung der chemischen 
Struktur des TSH-Rezeptors , d.h. der Sequenz der fur inn 
codierenden DNA sowie der daraus ableitbaren Aminosaurese - 
quenz des Rezeptors selbst, gelang Ende 1989 (vgl . Libert F. 
et al . , Biochem. Biophys. Res. Commun . 165: 1250-1255; 
Nagayama Y. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 16 5: 
1184-1190; vgl. auch EP-A-0433509 bzw. WO- A- 9 1 / 0 9 12 1 ; sowie 
WO-A-91/09137; WO-A-91/10735 und WO- A- 9 1 / 0 3 4 8 3 ; ferner Yu j i 
Nagayama & Basil Rapoport , in: Molecular Endocrinology, Vol. 
6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Literatur) . 

Wegen der Ausbildung von Autoant ikorpern gegen der TSH- 
Rezeptor (auch generell abgekiirzt TRAb) im Rahmen von ver- 
schiedenen Schilddrusen- Autoimmunerkrankungen hat die Be- 
stimmung von derartigen Autoant ikorpern eine erhebliche 
klinische Bedeutung, insbesondere fiir die Diagnose des 
Morbus Basedow (Basedow Krankheit; englisch: Graves' disea- 
se) . 

Abgesehen von Best immungsver f ahren , bei denen Versuchs t iere 
Oder spezielle Zellkulturen eine Rolle spielen und die heute 
vor allem von historischem Interesse sind (vgl. Schumm- 
Draeger et al . , Akt . Endokr . Stoffw. 10 (1989), S. 90-102)), 
konnen TSH-Rezeptor-Autoant ikorper bisher im wesentlichen 
nach zwei Ver f ahrensprinz ipien bestimmt werden (vgl. Mor- 
genthaler N.G. et al . , Horm. Metab. Res. 30 (1998), S. 162- 
168) : 



Bei Zellstimulationstescs auSert sich die Anwesenheit von 
s t imul ierenden TSH-Rezeptor- Autoant ikorpern , die in der 
Literatur haufig mit den Abkurzungen TSAb oder TSI (TSI = 
thyroid stimulating immunoglobulins) bezeichnet werden, 
dadurch, daS bestimmite Funktionen von geeigneten Zellen, die 




in ihrer Zellmembran naturliche oder rekombinante TSH-Rezep- 
toren aufweisen und mit TSH und/oder einer Autoant ikorper 
r enthaltenden Probe in Kontakt kommen, durch Stimulation 

ausgelost oder vestarkt werden, insbesondere die Bildung von 
5 cAMP (cyclischem Adenosinmonophosphat ) . Blockierende TSH- 

Rezeptor-Ant ikorper (TBAb) konnen an der Abschwachung der 
Wirkung von TSH erkannt werden. Da derartige Bioassays in 
ihrer Durchf uhrung sehr auf wendig sind, liegt ihre Bedeutung 
derzeit weniger auf dem Gebiet der klinischen Rout inediagno- 
10 stik als auf dem der Grundlagenf orschung . Sie stellen ein 

wertvolles Hilfsmittel zur Aufklarung der genauen Art der 
Wechselwirkung zwischen Antikorpern und der f unktionellen 
Feinstruktur des TSH-Rezeptors dar. So wird in der Verof- 
fentlichung von N.G. Morgenthaler et al . in Horm. Metab. 
15 Res. 30 (1998), S. 162-168 beschrieben, wie bestimmte CHO- 

Zellen, die so transf ormiert wurden, daE sie den vollstandi- 
gen rekombinaten TSH-Rezeptor exprimieren und die als JP09 
CHO-Zellen bezeichnet werden (Perret J et al . , Biochem 
Biophys Res Commun 1990; 171:1044-50), erfolgreich dazu 
20 verwendet werden konnen, in unf rakt ionierten Seren oder 

daraus durch Reinigung erhaltlichen IgG-Fraktionen stimulie- 
rende (TSAb) und/oder blockierende Autoant ikorper (TBAb) 
nachzuweisen und voneinander zu unterscheiden bzw. deren 
_ Auftreten und ihre relativen Anteile in einer biologischen 

Probe zu ermitteln. Auf die in der genannten Veroffentli- 
chung beschriebene Methodik wird nachfolgend im experimen- 
tellen Teil Bezug genommen, und auf den gesamten Inhalt 
dieser Verof f entlichung sowie die darin als Literatur zi tate 
genannten weiteren Verof fentlichungen wird zur Erganzung der 
30 vorliegenden Beschreibung sowie als weiterf lihrende vertie- 

fende Literatur ausdriicklich Bezug genommen. 




Alternativ dazu konnen TSH-Rezeptor- Autoant ikorper (TRAb) 
auch unter Verwendung von kompetitiven Rezeptorbindungs - 
35 assays, insbesondere Radiorezeptorassays , bestimmt werden, 

z.B. unter Verwendung des TRAK Assay® der B.R.A.H.M.S Dia- 
gnostica GmbH. Zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- Autoant ikor- 



pern wird nach der herkomml ichen Variants dieses Verfahrens 
so vorgegangen, daS man die zu bes t immenden Autoant ikorper 
aus einer Serumprobe in flussiger Phase mit einem radioaktiv 
markierten bovinen TSH-Kompetitor urn die Bindungsstel len 
5 eines Detergens - solubilisierten porcinen TSH-Rezeptors 

konkurrieren laSt (vgl . Southgate, K. et al . , Clin, Endocri- 
nol. (Oxford) 20, 539-541 (1984); Matsuba T. et al . , J.Bio- 
chem.118, S. 265-270 (1995); EP 719 858 A2 ; Produkt infor- 
mation zum TRAK-Assay® der Firma B.R.A.H.M.S Diagnostica 
10 GmbH) . Urn das an die Rezeptor- Praparat ion gebundene markier- 

te TSH zu bestimmen, wird nach AbschluS der Inkubation der 
TSH-Rezeptor mit einem Fallungsreagens und einem anschlie- 
Senden Zent rif ugierschri 1 1 von der fliissigen Phase abge- 
trennt . Die Bestimmung des Rezeptor-gebundenen markierten 
15 TSH erfolgt durch Messung der im Sediment gebundenen Radio- 

aktivitat . Da die Bestimmung auf einer Konkurrenz (Kompeti- 
tion) zwischen markiertem TSH und den zu bestimmenden Auto- 
antikorpern um gemeinsame Bindungsstellen auf dem TSH-Rezep- 
tor beruht, werden bei diesem Verfahren alle solchen und nur 
20 solche Autoantikorper erfaSt, die tatsachlich mit TSH kom- 

petieren. Solche kompetierenden, zur Inhibierung der TSH- 
Bindung befahigten Autoantikorper werden in der Literatur 
auch als TBII (TBII = thyrotropin-binding inhibitory immuno- 
^ globulin) bezeichnet, und das AusmaS ihrer Aktivitat wird 

auch als prozentuale sogenannte TBII -Akt ivi tat angegeben. 





Es ist nunmehr seit langerem bekannt , dalS bei Autoimmuner- 
krankungen der Schilddriise heterogene Autoant ikorperpopula - 
tionen unterschiedl icher Zusammense t zung gebildet werden. 

30 Dabei sind die st imul ierenden und die mit TSH kompe t ierenden 

Autoantikorper nur teilweise identisch, d.h. es gibt stimu- 
lierende Autoantikc!)rper , die nicht mit I'bn kompetieren, und 
es gibt auch mit TSH kompe t ierende Autoann ikorper , die nicht 
stimulierend wirken. Die He terogeni tat der Au t oant ikorperpo - 

35 pulationen fuhrte dazu, daS m^it den fruheren Radiorezepto - 

rassays zum Nachweis von Autoant ikorpern gegen den TSH- 
Rezeptcr derartige Autoantikorper nur bei SC-SC% der Morbus 
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Basedow Patienten nachweisbar waren. Erst mit den moderneren 
Rezeptorbindungsassays der sog . " zweiten Generation" , bei 
denen ans telle porciner TSH-Rezeptor- Praparat ionen Prapara- 
tionen von geeigneten rekombinanten humanen TSH-Rezeptoren 
sowie selekt ive monoklonalen Ant ikorper zu ihrer Immobili - 
s ierung verwendet we r den , we r den Autoant ikorper bei im 
wesentlichen alle Patienten korrekt nachgewiesen (S . Costa- 
gliola et al . , J. Clin. Endocrinol Metab 84:90-97, 1999). 

Es ist allgemein bekannt , daS bei der als Morbus Basedow 
(englisch : Graves ' disease) bekannten Schilddrusen-Autoimm- 
unerkrankung stimulierende Autoant ikorper (TSAb) eine Rolle 
spielen, die gegen der TSH-Rezeptor gebildet werden und mit 
diesem so wechselwirken, daiS die Schilddruse stimuliert 
wird, was sich als Schilddriisenuberf unkt ion { Hyper t hyreos e ) 
auSert . Ein charakterist isches klinisches Begleitsymptom des 
Morbus Basedow, das nicht unmittelbar auf die Hyperthyreose 
zuruckzuf iihren ist , ist der sogenannte Exophthalmus 
("Glotzauge" ; endokrine Orbitopathie oder Ophthalmopathie 
Oder EO; englisch: Graves' ophthalmopathy oder GO) . Die 
klinischen Folgen dieser Begleiterkrankung reichen von eher 
kosmet ischen Storungen (Glot zaugen) bis zum Verlust der 
Sehf ahigkeit . Eine als gut begriindbar angesehene und daher 
gegenwartig intensiv untersuchte Annahme geht davon aus, daS 
die fiir die Stimulation der Schilddruse verantwortlichen 
krankheitstypischen Autoant ikorper auch an TSH-Rezeptoren 
Oder Varianten oder Fragmente davon binden, die im retro- 
okularen Gewebe nachgewiesen werden konnten , was iiber kom- 
plexe Zusammenhange zu einer immunogenen Ent ziindung des 
Augen-Muskel gewebe s und zu dem typ ischen Krankheitsbild 
einer EO fuhren konnte (vgl. z.B. A.P.Weetman, Molecular and 
CellQlai Endocrinology i^b — (199 I) — llJ-lib) . ^ ~ 

Es sind f erner Falle von Hyperthyreose bekannt , die mit 
akt ivierenden Mut at ionen des TSH-Rezeptors in Verbindung 
gebracht werden (vgl. Thyroid, Vol. 8, 1998, 559-564 und die 
darin zitierte einschlagige Literatur ) , insbe sonde re beim 
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sogenannten autonomen Schilddrusen-Adenom . 

Zur Therapie des Morbus Basedow stehen derzeit drei auf 
unterschiedl ichen Prinzipien beruhende Behandlungsmoglich- 
keiten zur Verfiigung: 

a) medikamentose Behandlung mit Thioharnstof f derivaten 
(z.B. Carbimazol (INN), Methimazol (Thiamazol; INN) ) ; 

b) teilweise Zerstorung von Schilddrusengewebe durch Gabe 
von radioakt ivem Jod, und 

c) chirurgische Entfernung des Schilddrusengewebes . 

In Deutschland, vielen Landern Europas sowie Japan ist die 
medikamentose Therapie gemaS a) beim erstmaligen Auftreten 
des Morbus Basedow die Regeltherapie . In speziellen Situ- 
ationen (z.B. groEe Struma, zusatzlicher Verdacht auf Auto- 
nomie) kann auch sofort auf eine der sogenannten definitiven 
Therapien nach b) oder c) zuriickgegrif f en werden. In den USA 
ist eine solche Therapie nach b) und c) aus historischen 
Griinden eher die Regei, und es werden nur sehr wenige 
Patienten (< 20%) medikamentos gemaE. a) therapiert . 

Die medikamentose Therapie hat Vor- und Nachteile. Der 
Vorteil ist, daS der Patient durch die befristete Gabe von 
Medikamenten in einen Zustand gebracht werden kann, in dem 
die Schilddriisenf unkt ion normalisiert ist (Euthyreose) , und 
der Morbus Basedow tritt in eine sogenannte Remission ein. 
Im giinstigsten Falle benotigt der Patent nach einiger Zeit 
keine weitere Medikation, hat jedoch noch immer eine voll 
tunkt ionstShige ychiiddriiss, was eine Subst itut ionstherapie 
mit Schilddriisenhormonen, wie sie nach den definitiven 
Therapien gemaE b) und c) erforderlich ist, uberfliissig 
macht . 

Diese sogenannten definitiven Therapien fuhren iin den mei- 
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St en Fallen dazu , daS keine voll f unkt ionsf ahige Schilddruse 
mehr vorhanden ist, und zum Ausgleich der dadurch hervor- 
geruf enen Hypothyreose ist eine oft lebenslange Substitu- 
tionstherapie mit Schilddrusenhormonen notwendig . 

Ein wesentliches Problem der Entscheidung fur die richtige 
Therapie ist der zu erwartende Erfolg. Prinzipiell konnen 
bei alien drei genannten derzeit bekannten Therapief ormen 
Erfolge erzielt werden, d.h, die Remission der Erkrankung 
kann fur sehr lange, vielleicht sogar fur immer, erreicht 
sein. Bei einem Erfolg der Therapie gemaS a) waren dann 
keinerlei zusatzliche therapeut ische MaSnahmen mehr notwen- 
dig. Im Falle von b) und c) miissen jedoch meist die fehlen- 
den Schilddrusenhormone medikamentos von auiSen zugefiihrt 
werden . 

Ein gemeinsames Problem aller Therapief ormen ist jedoch, daS 
es mehr oder weniger haufig zu sogenannten Rezidiven kommt . 
Das heiSt, nach einer gewissen Zeit nach der vermeintlich 
erf olgreichen Therapie bricht die Erkrankung erneut aus, was 
neuerliche therapeut ische Eingriffe notwendig macht . Obwohl 
derartige Rezidive bei alien drei Therapief ormen vorkommen 
konnen, ist die medikamentose Therapie gemaS a) davon am 
haufigsten betroffen. So konnen nur ca. 50% aller Morbus 
Basedow-Patienten durch eine ein- bis zweijahrige Gabe von 
Medikamenten (Tabletten) fiir eine lange Folgeperiode in 
Remission gebracht werden. 

Die wegen Erhaltung der Schilddruse an sich zu bevorzugende 
Therapie mit Medikamenten hat zusatzliche Nachteile. Zum 
einen tritt die Wirkung der Medikamente nur mit einer zeit- 

llcheii Vel2t:!)geiL any auT, da :rlle lUl We^eULl ioUeU die NeU- 

synthese von Hormonen hemmen, nicht j edoch die Freisetzung 
von bereits in der Schilddruse gebildeten und gespeicherten 
Hormonen. Es dauert somit ein bis zwei Wochen, bis eine 
Wirkung der Medikamente zu erkennen ist. Bei hochgradig 
kranken Patienten ( thyreotoxische Krise) kann das dazu 
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fiihren, daS die Behandlung versagt . Ahnlich verhalt es sich 
mit der Gabe von Radiojod. Auch hier setzt der therapeuti- 
sche Effekt nur verzogert ein. 

Zusatzlich kommt es in wenigen seltenen Fallen bei der 
medikament osen Behandlung zu Nebenwirkungen , die ein sofor- 
tiges Absetzen der Medikamente erfordern ( Agranulozytose ) . 
Bleibt der Patient dann noch hyperthyreot , was in der Regel 
der Fall ist, gibt es nur noch wenige therapeut ische Mog- 
lichkeiten. Durch die Nebenwirkung der Agranulozytose (kom- 
pletter Verlust der weiSen Blutzellen) ist er auSerordent- 
lich inf ekt ionsgef ahrdet und nur bedingt operat ionsf ahig . 
Ein Ruckgriff auf die alternativen Therapieansat ze b) und c) 
scheidet daher in der Regel aus . Es besteht somit grundsatz- 
lich ein Bedarf nach weiteren therapeut ischen Behandlungs- 
moglichkeiten des Morbus Basedow, insbesondere nach solchen, 
die eine Chance bieten, die Schilddriise zu erhalten und das 
?:rankheitsgeschehen ursachlich zu beeinf lussen . 

Durch die Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den 
TSH-Rezeptor gemaS den Patentanspruchen 1 bis 6 wird eine 
derartige weitere Therapiemogl ichkei t geschaffen, die sich 
neben den bisherigen therapeut ischen Behandlungen als vierte 
Therapieform etablieren konnte und erhebliche Vorteile 
bieten kann, auf die weiter unten noch naher eingegangen 
wird . 

Eine derartige Therapie wird dadurch ermoglicht, dal^ selek- 
tiv blockierende Antikorper gegen den TSH-Rezeptor in Form 
30 monoklonaler Antikorper hergestellt werden konnten und 

gezeigt werden konnte, daS diese Antikorper tatsachlich den 

— = bSLKitUllelelldeli hTIekL Vu!i SUhi IdUl CAbeil - b L lutul lei eliaeii AULu- — 

antikorpern (TSAb) aufheben konnen. 

35 Die vorliegende Erfindung becrifft daher gemaS den Anspru- 

chen 7 bis 9 auch derartige monoklonale blockierende Anti- 
korper, fur die eine Herstellungsmoglichkein sowie eine 



10 




15 
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Selekt ionsmoglichkeit nachf olgend im experimenteilen Teil 
beschrieben wird und die vorsorglich zusatzlich durch Hin- 
terlegung unter den Bezeichnungen 4E9/B2/C1; 4C1/E1/G8; 
1B1/E10/B11/C12 ; 7E3/F8/E3; 3H10/A11/A1 am 19.2.1999 bei 
5 DSMZ, Braunschweig durch Hinterlegung nach den Best immungen 

des Budapester Vertrags der Of f entlichkeit zuganglich ge- 
macht warden . 




An den TSH-Rezeptor bindende blockierende Antikorper konnen 
10 in Form monoklonaler Antikorper nach der im experimenteilen 

Teil beschriebenen Arbeitsweise erzeugt und selektiert 
werden, insbesondere nachdem die relativ kurze Aminosaure- 
sequenz der extrazellularen Domane des TSH-Rezeptors identi 
fiziert wurde, an die derartige blockierende Antikorper bzw 
15 bestimmte, sehr wirksame derartige Antikorper binden. 

Wie ebenfalls im experimenteilen Teil naher beschrieben 
wird, konnte gezeigt werden, daS im eingangs charakterisier 
ten Bioassay unter Verwendung von JP09CHO-Zellen die gleich 
20 zeitige Zugabe von derartigen monoklonalen Antikorpern die 

Stimulation dieser Zellen durch TSH, erkennbar an der cAMP- 
Bildung, selektiv unterdriicken kann . 

Das gleiche gilt fur den Fall, daS die Stimulation der 
genannten Zellen im Bioassay nicht mit TSH erf olgt , sondern 
durch Zugabe von Seren von Morbus Basedow-Pat ienten mit 
einem hohen Titer an st imulierenden Autoant ikorpern (TSAb) . 

Die Verf iigbarkeit derartiger selektiver blockierender Anti- 
30 korper gegen den TSH-Rezeptor ermoglicht es, eine neuartige 

Therapie des Morbus Basedow ins Auge zu fassen, die durch 
die Vei weiiduay deiai Liyei bluokieieiidt^i AiiLlkoipei bz.w . die 
Verwendung derartiger Antikorper zur Herstellung von Arznei 
mitteln und die Verabreichung derartiger Arzneimit tel , 
35 iiblicherweise per Injektion oder Infusion, gekennzeichnet 

ist . 
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Als Vorteile einer derartigen Therapie mit blockierenden 
Antikorpern konnen genannt warden: 



a) Es ist zu erwarten, daS durch die Verabreichung der 
blockierenden Antikorper, die schnell und mit hoher 
Effizienz an den TSH-Rezeptor binden und diesen blok- 
kieren, eine rasche Hemmung der Stimulation des TSH- 
Rezeptors erreichbar ist , 



b) Die Therapie des Morbus Basedow erfolgt direkt am Wir- 
kungsort der Erkrankung und ist somit als eine ursach- 
liche Therapie anzusehen. 

c) Die Therapie mit den Antikorpern kann auch bei schwer- 
kranken Patienten angewandt werden, bei denen die bis- 
her bekannten Therapief ormen versagen, ohne daS die in 
solchen Fallen gegen die bekannten Therapief ormen be- 
stehenden Bedenken zum Tragen kommen. 

d) Da durch die blockierenden Antikorper das Zielorgan des 
autoimmunen Angriffs ruhiggestell t werden kann, 
erscheint in Analogie zu Beobachtungen von Beeinflus- 
sungsmoglichkeiten autoimmuner Prozesse bei anderen 
Organen eine Abschwachung des autoimmunen Prozesses im 
Bereich der Mogl ichkei t en . 

e) Ahnlich wie bei der medikamentosen Behandlung kann die 
Therapie zeitlich begrenzt mit der Option auf vollstan- 
dige Remission und Erhaltung des Organs durchgefiihrt 
werden . 



ai'jbpi liizlp h^i bind keliibt yia^ ibii^iideii i^b^beiiwii Kuii- 



gen zu erwarten . 



Die obigen Vorteile sollen noch etwas aus f iihr 1 icher erlau- 
tert werden. 




- 11 - 

Ein therapeutischer Ansatz unter Verwendung von Antikorpern, 
die den TSH-Rezeptor blockieren, verspricht einen unmittel- 
baren Therapieerf olg ohne die zeitlichen Verzogerungen, die 
bei der Verabreichung von Medikamenten bzw. Radio jod 
beobachtet werden. Die Gabe von blockierenden Antikorpern 
erscheint auch moglich, wenn eine sofortige Operation eines 
hypothyreoten Patienten nicht in Frage kommt . Sie kann daher 
zur einzigen Option fiir eine schnelle Normalisierung der 
Stof f wechsellage werden . 

In den seltenen Fallen, bei denen es bei der medikamentosen 
Therapie zu einer Agranulozytose kommt und derzeit keine 
weiteren therapeutischen Eingrif f smoglichkeiten mehr exi- 
stieren, kann der Einsatz von blockierenden Antikorpern eine 
neue, unter Umstanden lebensrettende Behandlungsalternative 
darstellen . 

Da bei Morbus Basedow die Einwirkung von st imulierenden 
Autoantikorpern auf den TSH-Rezeptor fiir das Entstehen der 
meisten klinischen Symptome ursachlich verantwortlich ist, 
wird durch die therapeut ische Verabreichung von blockieren- 
den Antikorpern , die mit die sen krankmachenden st imulieren- 
den Autoantikorpern konkurrieren, die einmalige Chance 
eroffnet, das Krankheitsgeschehen direkt am Krankheitsort 
ursachlich zu bekampfen. Eine derartige Vorgehensweise mit 
einer therapeutischen Intervention dort , wo eine Krankheit 
ihren Ursprung hat, ist nur sehr selten moglich. 

Ein weiterer Vorteil besteht in der zu erwartenden Moglich- 
keit, daS die Therapie mit blockierenden Antikorpern nur 
zeitlich begrenzt durchgefiihrt werden muS, und daS nach 
AbytJhlaE del. ihe-napie die Schilddriise erhalten bieibh . h;s 
ist bekannt , dalS der AutoimmunprozeS in vielen Fallen von 
Morbus Basedow-Erkrankungen zeitlich begrenzt ist, d.h. daS 
die Krankheit in vielen Fallen nach einiger Zei t abklingt . 
Die Verabreichung von blockierenden Antikorpern ermoglicht 
die Uberbriickung der akuten Krankhei tsphase mit klinisch 
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relevanten Symptomen, ist also ahnlich wie die derzeitige 
medikamentose Therapie von voriibergehendem Charakter. 

Es besteht daruber hinaus Grund zu der Hoffnung, daB die 
Zufuhr von blockierenden Antikorpern immunmodulatorisch 
wirkt und zu einer Abschwachung oder sogar Heilung des 
Autoimmunprozesses fuhren kann . Durch die Blockierung der 
Wirkung der krankmachenden st imulierenden Antikorper sowie 
auch die Blockierung des physiologischen TSH kommt es zu 
einer vollstandigen Stilllegung der Schilddruse. Eine der- 
artige Stilllegung der Schilddruse, bei der deren Stoff- 
wechsel stark vermindert wird, fiihrt zu einer verminderten 
Expression von Antigenen oder MHCII -Molekiilen , was wiederum 
zu einer verminderten Stimulation des Immunsystems und einer 
Abschwachung der Immunantwort fuhren kann. 

DaS eine derartige Hoffnung vernunftig ist, ergibt sich aus 
Beobachtungen, die bei anderen Autoimmunerkrankungen gemacht 
werden konnten. So konnte im Falle der Aut oimmunerkrankung 
des Diabetes mellitus Typ I gezeigt werden, daE die friihe 
Gabe von Insulin, die dazu fiihrt, daS die korpereigene 
Insulinprodukt ion herabgesetzt werden kann, bei einer Gruppe 
von Patienten mit relativ langsamem Krankheitsverlauf vor- 
teilhaft ist (vgl . Kobayashi et al . , Diabetes 45, 622 
(1996)) . Die friihe Insulingabe fiihrt zu einer Schonung der 
Insulin produz ierenden Zellen der Langerhansschen Inseln, 
die weniger aktiv sind und weniger rasch durch den Auto- 
immunangriff zerstort werden und somit langer korpereigenes 
Insulin produzieren konnen. Es kann angenommen werden, daS 
eine Stilllegung der Schilddriise mittels blockierender 
Antikorper ahnliche positive Wirkungen haben kann. 



Ferner besteht die begriindete Hoffnung, daE die Gabe der 
blockierenden Antikorper auch die immunogene Entziindung 
direkt positiv beeinflussen kann, die fiir das Begleit symptom 
des Morbus Basedow, die endokrine Orbitopathie (EO), ver- 
antwortlich ist. Bisher kann die EO nicht kausal therapiert 
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werden. Neben rein symptomat ischen Behandlungen mit z.B. 
getonten Augenglasern, Augentropf en kommen in schwereren 
Fallen agressivere Behandlungen zur Anwendung, und zwar in 
Form einer medikamentosen Therapie mit Glucocort icoiden , 
5 einer Hochvoltbestrahlung der Orbita (Augenhohle) oder einer 

operativen Dekompression der Orbita. Die Behandlungserf olge 
der o.g. Therapien sind jedoch unbef riedigend . Bevor eine 
solche Therapie liberhaupt zur Anwendung kommen kann, sollte 
der Patient jedoch in jedem Falle euthyreot sein. Die Her- 

10 stellung einer euthyreoten Stof f wechsellage durch blockie- 

rende Antikorper gemaS der vorliegenden Erfindung unter- 
stiitzt daher auch die Therapie einer EO, und die fruhe 
^^^^ Verabreichung von solchen Antikorpern an Morbus Basedow 

Patienten konnte auch eine praventive Wirkung auf die Ent- 

15 wicklung der Augensymptomat ik einer EO haben. 

Die blockierenden Antikorper konnen ferner auch zur Behand- 
lung von bestimmten Hyperthyreosen eingesetzt werden, die 
nicht, wie beim Morbus Basedow, auf eine Stimulation der 
2 0 Schilddriise durch Autoantikorper zuriickzuf uhren sind, son- 

dern auf eine Uberst imulation der Schilddriise durch TSH. Zu 
nennen ist hierbei z.B. eine Hypophysenuberf unkt ion mit 
erhohter TSH- Ausschiittung aufgrund eines Hypophysenadenoms . 

Ferner erscheint auch die Behandlung einer Hyperthyreose , 
die mit akt ivierenden Mutationen des TSH in Verbindung zu 
bringenist, mit den erf indungsgemaS zuverwendenden blockie- 
renden Antikorpern vielversprechend . Hierbei ist v. a. die 
Beobachtung von Bedeutung, daS die blockierenden Antikorper 
30 nicht nur die Schiddriisenf unkt ion in Gegenwart stimulieren- 

der Autoantikorper vermindern, sondern auch bei Normalperso- 

'- == nen eine HerabseLzuug dei Schilddx'LmenruukLiun beubauIiLeL 

wird (vgl . Fig. 2 der vorliegenden Anmeldung, insbesondere 
die Werte fur die Kontrollen in Gegenwart der Antikorper 7E3 
35 und 3H10 im Vergleich zu der Kontrolle ohne Antikorper bzw. 

die Werte fur die Normalseren in Fig. 3). 
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Besondere Bedenken gegen eine Therapie mic blockierenden 
Antikorpern bestehen nicht . Zu Therapien mit Antikorpern, 
die prinzipiell als naturliche Substanzen anzusehen sind, 
existieren es umfangreiche klinische Erfahrungen. Es ist 
ferner bekannt, daiS blockierende Antikorper, wie sie im 
Rahmen der neuartigen Therapie verwendet werden sollen, bei 
vielen Morbus Basedow- Pat ienten vorkommen, ohne daS das 
Vorkommen derartiger blockierender Antikorper mit irgendwel- 
chen gesundheit sschadl ichen Auswirkungen korreliert werden 
kann . 

Die blockierenden Antikorper, deren Herstellung und Eigen- 
schaften im experimentellen Teil gezeigt werden, sind auf- 
grund der zur Anwendung kommenden Hybr idomtechnik keine 
menschlichen Antikorper sondern tierische (Maus) Antikorper. 
Diese konnen normalerweise nicht unmittelbar zur Therapie in 
der Humanmedizin verwendet werden. Es gehort jedoch heutzu- 
tage zu den etablierten Techniken, derartige tierische 
Antikorper fiir eine Verwendung in der Humanmedizin zu "huma- 
nisieren" (vgl. z,B. B.R.Glick, J.J.Pasternak, Molekulare 
Biotechnologie , Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, 
Berlin, Oxford, 1995, S. 243 ff). Dabei werden die variablen 
Fv-Fragmente der tierischen Antikorper mit den konstanten 
Domanen und Fc-Fragmenten von humanen Antikorpern gekoppelt, 
was dazu fuhrt, daB derartige humanisierte ( vermenschlichte 
Oder chimare) Antikorper vom menschlichen Immunsystem nicht 
mehr als artfremde Strukturen erkannt und angegriffen wer- 
den . 

Die blockierenden Antikorper, deren Gewinnung und Herstel- 
lung im experimentellen Teil gezeigt wird und mit denen 

iiachgeWiebieii WUide, — daJ^ aiet:^^; die WilkUlig-li ^^ull T5H Ulld 

3 t imul ierenden Antikorpern (TSAb) aufheben konnen, sind 
blockierende monoklonale Antikorper mit bestimmten Eigen- 
schaften. Sie erscheinen derzeit, in humanis ierter Form, 
aufgrund Ihrer Spezifitat und hohen Affinitat fiir den TSH- 
Rezeptor fur die er f indungsgemaSe Verwendung zur Therapie 
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des Morbus Basedow besonders geeignet. Das soli j edoch die 
Verwendung anderer, im gleichen Sinne blockierend wirkender 
Antikorpern gegen den TSH-Rezeptor nicht als nicht unter die 
vorliegende Erfindung fallend ausschlieB.en . So ist nicht 
ausgeschlossen, daE. blockierende Antikorper mit vergleich- 
baren Eigenschaf ten existieren, die an andere Aminosaure- 
sequenzen des TSH-Rezeptors , insbesondere seiner extrazel- 
lularen Domane, binden und daher ebenfalls eingesetzt werden 
konnen. Ferner konnen auch polyklonale Antikorper, die mit 
gleicher Wirkung an eine oder mehrere Sequenzen des TSH- 
Rezeptors binden, zur Anwendung kommen. Die Antikorper 
konnen ferner tierische bzw. humanisierte tierische Antikor- 
per sein, konnen j edoch auch humane Antikorper sein, die 
z.B. durch selektive Isolierung aus geeigneten Patientense- 
ren gewonnen wurden, oder humane monoklonale Antikorper, wie 
sie z.B. durch die Technik der sog. EBV-Transf ormierung 
hergestellt weren konnen (vgl . N . G . Morgenthaler et al . , 
J.Clin. Endocrinol. Metab. 81: 3155-3161, 1996) Derartige 
Antikorper konnen auch in Form ihrer spezifisch an den TSH- 
Rezeptor bindenen Fragmente, z.B. Fab oder Fab' Fragmente 
ohne Fc-Teil, eingesetzt werden. Ferner konnen die Antikor- 
per Oder Antikorperf ragmente auch in Form geeigneter Kon- 
jugate, gebunden an Carrier-Molekule , die inert sein konnen, 
die j edoch auch zusatzliche therapeut ische Aufgaben erfiillen 
konnen, eingesetzt werden. Auch Gemische von verschiedenen 
derartigen Antikorpern, z.B. Kombinat ionen von verschiedenen 
monoklonalen Antikorpern, sind prinzipiell verwendbar. 

Die erf indungsgemaE. zu verwendenden blockierenden Antikorper 
sind solche, die durch Bindung an den extrazellularen Teil 
des TSH-Rezeptors die Wirkung von TSH und st imulierenden 
' IbH-RezepLux -AuLuauLlkuipejLii aufhebeii. \^)^i^=>^ ^l ellie = 

ausreichend hohe Affinitat zum TSH-Rezeptor auf, um in fiir 
einen therapeut ischen Einsatz geeigneten Konzentrat ionen 
erfolgreich TSH und st imulierende Autoant ikorper von diesem 
TSH-Rezeptor verdrangen bzw. fernhalten zu konnen. 
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Die erf indungsgemaS zu verwendenden Autoant ikorper warden in 
einer Form verabreicht, wie sie fur Ant ikorpert herapien 
typisch ist . Ubl icherweise warden In j ekt ionslosungen, gege- 
benenfalls Inf usionslosungen , zur Verfugung gestellt, die 
5 die fiir die Behandlung vorgesehenen blockierenden Antikorper 

in einem wal^rigen, physiologischen Tragermedium enthalten. 
Das Medium kann die fur derartige Medien iiblichen schutzen- 
den Oder stabilisierenden Zusatze sowie gegebenenf alls auch 
nahrende oder den Behandlungser f olg auf andere Weise for- 
10 dernde Zusatze enthalten. Die Anwesenheit weiterer Wirk- 

stoffe, insbesondere solcher mit einem EinfluS auf das 
^k^^^ Immungeschehen, wird ausdrucklich als mogliche Ausfiihrungs- 
^^^^B variante der erf indungsgemaSen Verwendung blockierender 
Antikorper zur Behandlung des Morbus Basedow angesehen, 

15 

Die fiir eine individuelle Behandlung empf ehlenswert e oder 
erf orderliche Menge und Konzent rat ion der zu verabreichenden 
blockierenden Antikorper ist gegebenenf alls unter Beruck- 
sichtigung des individuellen Krankhei t szustands des Patien- 
20 ten festzulegen. So konnen schwere Krankheit serscheinungen 

bzw. hohe Titer an TRAb einen Einsatz hoherer Mengen und 
Konzentrat ionen der erf indungsgemalS. zu verwendenden Antikor- 
per erfordern als schwacher ausgepragte Krankheitssymptome 
mit niedrigeren Autoant ikorpert itern . Geeignete Mengen und 
Konzentrat ionen konnen anhand der Beobachtung des Therapie- 
erfolges empirisch festgelegt werden, ohne daS diesbeziiglich 
besondere Probleme zu erwarten waren. 




Nachfolgend wird die Erfindung erganzend durch Versuchs- 
30 ergebnisse erlautert , die die Gewinnung, Isolierung und, 

unter Bezugnahme auf drei Figuren, die Prufung von monoklo- 
iialeii blucKleieiiUen AiiLlkGip^iii yegt^n den TOII Ru^nptor 
erlautern, wie sie, gegebenenf al Is nach einer an sich be- 
kannten Humanis ierung , zur Grundlage der er f indungsgemaSen 
3 5 Verwendungen gemacht werden konnen. 
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In den Figuren zeigen : 

die spezifische Unterdruckung der cAMP-Bildung von 
JP09 CHO Zellen durch fiinf monoklonale blockieren- 
de Antikorper in Gegenwart von bovinem TSH im 
Bioassay ; 

die spezifische Unterdruckung der cAMP-Bildung von 
JP09 CHO Zellen durch zwei monoklonale blockieren- 
de Antikorper in Gegenwart von 4 Morbus Basedow 
Seren im Bioassay; und 

die spezifische Unterdruckung der cAMP-Bildung von 
JP09 CHO Zellen durch einen monoklonalen blockie- 
renden Antikorper in Gegenwart von 21 Morbus Base- 
dow Seren sowie des LATS Standards im Bioassay. 

Erzeugunq und Charakterisieruna von monoklonalen bl ockieren- 
den Antikorpern gegen den humanen TSH-Rezeptor 

Die Erzeugung, Selektion und Charakterisierung von erfin- 
dungsgemalS verwendbaren monoklonalen Antikorpern gegen den 
humanen TSH-Rezeptor erfolgte weitgehend unter Verwendung 
vorbeschriebener Materialien und Techniken. Eine detaillier- 
te Beschreibung derartiger Materialien und Techniken wurde 
im nachfolgenden experimentellen Teil durch einen Verweis 
auf die einschlagigen Literaturstellen ersetzt, soweit 
dadurch das Verstandnis und die Nacharbeitbarkeit nicht 
ernsthaft beeintracht igt wird. 

Immunisieruna und Erzeugung von Hvbridomas 



Die extrazellulare Domane (ECD) des humanen TSH-Rezeptors 
(Aminosauren 1-415) wurde in Form eines Fusionsproteins mit 
35 Glutathion-S-transf erase in einem prokaryont ischen Expres- 

sionssystem hergestellt (vgl. Harfst, E. et al . , J. Mol. En- 
docrinol . 9, 1992, S. 227-236). 



Figur 1 

5 

Figur 2 

10 




Figur 3 




Mit dem erhaltenen prokaryont isch expr imier t en ECD-Glutat- 
hion-S- transferase -Fusionsprotein wurden BALB/c -Mause immu- 
nisiert, und die Herstellung und das Klonieren von Hybrido- 
mas erfolgte so wie in naheren Einzelheiten beschrieben ist 
5 in Johnstone, A. P. et al . , Mol . Cell . Endocrinol . 105, 1994, 

R1-R9 . 

Die Uberstande der klonierten Hybridomas wurden mittels 
"Flow cytof luorimetry " gemaS der Arbeitsweise gescreent, die 

10 ebenfalls beschrieben ist in Johnstone, A. P. et al . , 

Mol . Cell . Endocrinol . 105, 1994, R1-R9, wobei als Bindungs- 
^^^^^ reagens die vorbeschriebenen Zelllinien " FLD4 " und "FLEA. 2" 

I^^^B verwendet wurden. Diese Zelllinien sind abgeleitet von 
transf ormierten CHO-Kl -Zellen und exprimieren unter- 

15 schiedliche Mengen des funktionalen humanen TSH-Rezeptors 

voller Lange, gekoppelt an Adenylatcyclase , wobei das ver- 
vielf alt igbare Gl ut ami nsynt he tase -Express ions system zur 
Anwendung kommt , wie detailliert beschrieben ist in Harfst, 
E. et al., Mol. Cell. Endocrinol. 83, 1992, S. 117-123, und 

20 in Harfst, E., Johnstone, A. P.,, Anal. Biochem. 207, 1992, 

S . 80-84 . 

Reinicrung von monoklonalen Antikorpern 

Hybridomas wurden in Spinner-Kulturen in UltraDoma-PF (Bio- 
Whittaker, Walkerville, Maryland, USA) , enthaltend 2% FCS 
und 100 lU/ml Streptomycin, geziichtet. Antikorper wurden aus 
den Uberstanden der Gewebekul turen mittels Af f initat schroma- 
tographie an Protein A (mit den fur IgGl geeigneten hohen 
30 Salz- und pH - Puf f er - Modi f ikat ionen ) isoliert, wie beschrie- 

ben ist in Johnstone, A. P., Thorpe, R., 1996, Immunochemi- 




stry m Practice, 3. Autiage, Blackweli Science Ltd., Ox- 
ford. 
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Charakterisierunq der Antikorper verschiedener Hybridomas 

Die Antikorper wurden durch Immunprazipitat ion mit Zellen 
von den hTSH-Rezeptor exprimierenden rekombinanten Zell- 
linien nach der in vivo Markierung des Rezeptorproteins mit 
[^^S] -Methionin, sowie ferner durch Immun- (bzw. Protein-) 
Blotting mit der extrazellularen Domane des hTSHR (vgl . 
Harfst E., et al . , J . Mol . Endocrinol . , 9, 1992, 227-236) auf 
ihr Bindungsverhalten gegeniiber dem rekombinanten hTSH- 
Rezeptor untersucht. Beim Immun-Blott ing wurden die blok- 
kierten Membranen mit extrazellularen Domanen des hTSH- 
Rezeptors fur l-2h in Hybridoma-Kulturiiberstand, auf ein 
Viertel verdunnt in 200 mM NaCl , 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 
inkubiert und dann gewaschen. Gebundene Antikorper wurden 
mittels eines zweiten Antikorpers (Peroxidase-Konjugat eines 
Anti-Maus Immunglobulins ) und eines handelsiiblichen Chemilu- 
mineszenz-Systems nachgewiesen und aufgrund ihrer Reaktion 
mit dem rekombinanten hTSH-Rezeptor selektiert. 

Die selektierten monoklonalen Antikorper wurden mittels 
eines cAMP-Bioassays (Page, S.R. et al . , J. Endocrinol. 126, 
1990, S. 333-340) sowie in einem Radioliganden-Assay im 
Hinblick auf ihre Fahigkeit, mit radioaktiv markiertem 
bovinem TSH urn die von den Zelllinien "FLD4" und "FLEA. 2" 
(s.o.) exprimierten hTSH-Rezeptoren zu kompetieren (vgl. 
Harfst, E. et al . , Mol. Cell. Endocrinol. 83, 1992, S.117- 
123, und Harfst, E., Johnstone, A. P.,, Anal. Biochem. 207, 
1992, S. 80-84), naher charkterisiert . Dazu wurden Hybridoma- 
Kulturiiberstande bzw. die daraus durch Reinigung gewonnenen 
IgG-Fraktionen (gereinigten monoklonalen Antikorper) und 
radioaktiv markiertes bovines TSH mit den genannten Zellen 
xnkubiert, wonach die daran gebunaene KaaioaKU iviuau er- 
mittelt wurde. Die untersuchten Antikorper inhibierten die 
TSH-Bindung . 
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Ermit tluncT der zuaehoriQen Ant ikorper-bindenden Epitope des 
hTSH-Rezeptors 

Die Bindungss tellen (Epitope) der selektierten monoklonalen 
Antikorper an die ext razellulare Domane des hTSHR wurden 
unter Verwendung einer Vielzahl von iiberlappenden kurzen 
synthet ischen Teilpeptiden aus der ECD des hTSH-Rezeptors 
auf Cellulose -Membranen mit Hilfe eines kommerziellen Kits 
(SPOTS Kit, Genosys) genauer bestimmt. 



Dabei zeigte sich, daS alle aufgrund ihrer Bindung an den 
hTSH-Rezeptor selektierten Antikorper mit Aminosauresequen- 
zen aus dem Bereich der Aminosauren 335-390 des humanen TSH- 
Rezeptors reagierten, und daS auSerdem keiner der Antikorper 
im cAMP-Bioassay die cAMP-Bildung von rekombinanten hTSHR- 
Zelllinien st imulierte . Funf selektierte Antikorper von 
stabilen Hybridomas reagierten mit einer kurzen Peptidse- 
quenz mit den vier Aminosauren 381-384 des humanen TSH- 
Rezeptors (FDSH bzw. Phe Asp Ser His), wobei die erhaltene 
Bindung verstarkt werden kann, wenn die kurzen Peptide 
zusatzlich bis zu drei der angrenzenden Aminosauren 385 bis 
387 (YDY bzw. Tyr Asp Tyr) bzw. 378 bis 381 (LQA bzw. Le Gin 
Ala) aufwiesen. Diejenigen der selektierten Antikorper mit 
den hochsten Affinitaten fiir den hTSH-Rezeptor inhibierten 
im o.g. kompetitiven Radiol igandenassay bei 1 fig/ml die 
Bindung des radioaktiven bovinen TSH zu 80-90% und bei 0,1 
jxg/ml immer noch zu mehr als 50%. 

In Form von geeignet markierten oder fixierten Peptiden, die 
der o.g. Sequenz 378-387 bzw. einer Teilsequenz davon ent- 
sprechen, stehen nunmehr auch Mittel zur Verfiigung, die es 
erneplich erleichtern Konnen, in nybx xdonia -Ubers candeii von 
bei der Nacharbe i tung der o.g. Arbeitsweisen erhaltenen 
Klonen solche monoklonalen Antikorper zu ident i f i z ieren , die 
ein geeignetes Bindungsverhal t en im Sinne der vorliegenden 
Erfindung auf we is en. 
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Inhibieruncr der Binduncr von TSAb aus Seren von Morbus Base- 
dow Patienten 

Fiinf monoklonale Antikorper, die bei den vorstehend 
beschriebenen Versuchen erzeugt wurden, die an die o.g. 
Aminosauresequenz 381-384 des hTSH-Rezeptors binden und die 
nachfolgend mit IBl, 7E3 , 4E9, 3H10 und 4C1 bezeichnet 
werden, wurden auf ihre Eignung untersucht, im eingangs er- 
wahnten Bioassay (N.G. Morgenthaler et al . in Horm. Metab. 
Res. 30 (1998), S. 162-168) die Bindung von bovinem TSH und 
von stimulierenden Autoantikorpern aus den Seren von Morbus 
Basedow Patienten an einen rekombinant exprimierten hTSH- 
Rezeptor, erkennbar an einer Stimulation der cAMP-Produk- 
tion, zu unterdrucken . 

Dazu wurden JP09 CHO-Zellen jeweils mit 1 /lU (Fig.l, schwar- 
ze Balken) bzw. 10 fiU (Fig.l, weiSe Balken) bovinem TSH pro 
Well und Zugabe des jeweiligen zu prufenden Antikorpers 
inkubiert . Zur Kontrolle wurde auch ein andersart iger Anti- 
korper (gegen Glutamatdecarboxylase ; GAD) eingesetzt, der 
keinerlei Wirkung zeigte. Die Ergebnisse sind in Fig.l 
gezeigt, und es ist klar zu erkennen, daS alle fiinf unter- 
suchten Antikorper die Stimulation der cAMP-Produktion 
unterdrucken . 

Der Versuch wurde mit den Antikorpern 7E3 und 3H10 sowie 
zwei andersart igen Antikorpern (GAD; CT21) wiederholt, wobei 
jedoch anstelle des bovinen TSH Seren von 4 verschiedenen 
Morbus Basedow Patienten zur Stimulation der cAMP-Produktion 
eingesetzt wurden. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt. Es 
ist deutlich zu erkennen, dalS in Gegenwart der Antikorper 

und JHIU die Blidung von CAIWP deutlich unteraruckt: ist: . 

In einem weiteren Versuch wurde im gleichen Bioassay die 
Unterdriickung der cAMP Produktion durch den Antikorper 7E3 
in Gegenwart von 5 Normalseren (N) , 21 Seren von Morbus 
Basedow Patienten (P) und von LATS ( internat ionaler Standard 
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- long acting thyroid stimulator) bestimmt. Zum Vergleich 
wurden wiederum die Ergebnisse in Gegenwart eines anders- 
artigen Antikorpers (CT21; monoklonaler Antikorper gegen 
Procalci tonin) gemessen. Die Ergebnisse sind in Fig. 3 ge- 
zeigt. Es ist wiederum deutlich zu erkennen, daS der Anti- 
korper 7E3 in 20 von 22 Fallen die Bildung von cANP wirksam 
unterdruckt . 



Im Hinblick auf die Moglichkeit, mit blockierenden Antikor- 
pern Hyperthyreosen aufgrund akt ivierender Mutationen zu 
behandeln, wird auf die Werte fiir die Kontrollseren bzw. 
Normalseren in den Figuren 2 und 3 verwiesen: In alien 
Fallen war die cAMP-Produktion der Testzellen in Gegenwart 
der blockierenden Antikorper im Vergleich mit antikorper- 
freien Seren bzw. gegeniiber Seren mit "andersartigen" Anti- 
korpern erkennbar herabgeset zt . Das deutet auf eine Wirkung 
der blockierenden Antikorper hin, die iiber die reine Verhin- 
derung der Stimulierung der Schilddriise durch TSH bzw. 
St imulierende Autoant ikorper hinausgeht . 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den 
humanen TSH-Rezeptor (hTSH-Rezeptor ) oder ihrer spezifisch 
bindenden Fragmente zur Behandlung von Hyperthyreosen , die 
auf stimulierende Autoant ikorpern gegen den hTSH-Rezeptor 
(Morbus Basedow) oder eine Uberst imulat ion der Schilddruse 
durch endogenes TSH oder auf aktivierende Mutationen des 
hTSH-Rezeptors zuriickzuf lihren sind, und zur Behandlung der 
endokrinen Orbitopathie . 

2. Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den 
humanen TSH-Rezeptor (hTSH-Rezeptor) oder ihrer spezifisch 
bindenden Fragmente zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Behandlung von Hyperthyreosen , die auf stimulierende Auto- 
antikorpern gegen den hTSH-Rezeptor (Morbus Basedow) oder 
eine Uberst imulat ion der Schilddruse durch endogenes TSH 
Oder auf aktivierende Mutationen des hTSH-Rezeptors zuriick- 
zufiihren sind, und zur Behandlung der endokrinen Orbito- 
pathie . 

3. Verwendung nach Anspruch 2 zur Herstellung von per 
Injektion oder Infusion zu verabreichenden Arzneimitteln. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1, 2 oder 3, bei 
der der zu verwendende blockierende Antikorper gegen den 
hTSH-Rezeptor ein monoklonaler Antikorper ist, der eine 
kurze Pept idsequenz erkennt, die die Aminosauren FDSH (Phe 
Asp Ser His) sowie gegebenenf alls zusatzliche flankierende 
Aminosauren aus der exhrazeiiuiaren uomane aes nr^ti- K^zBp- 
tors auf weist . 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1, 2, 3, oder 4, 
bei der der zu verwendende blockierende Antikorper ein 
monoklonaler humaner oder tierischer Antikorper oder ein 
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humanisierter monoklonaler tierischer Antikorper ist . 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, bei der 
der zu verwendende blockierende Antikorper ausgewahlt ist 
aus einem oder mehreren der Antikorper, die am 19.2.1999 
unter den folgenden Bezeichnungen bei der DSMZ, Braun- 
schweig, nach dem Budapester Vertrag hinterlegten Hybridom- 
zellen produziert werden: 4E9/B2/C1; 4C1/E1/G8; 
1B1/E10/B11/C12; 7E3/F8/E3 ; 3H10/A11/A1 . 

7. Monoklonaler Antikorper gegen den hTSH-Rezeptor mit die 
Bindung von TSH und/oder von st imulierenden Autoant ikorpern 
an den hTSH-Rezeptor blockierenden Eigenschaf ten, der da- 
durch gekennzeichnet ist, daS er eine kurze Pept idsequenz 
erkennt, die die Aminosauren FDSH (Phe Asp Ser His) sowie 
gegebenenf alls zusatzliche flankierende Aminosauren aus der 
extrazellularen Domane des hTSH-Rezeptors aufweist, und 
seine spezif ische , ant igenbindende Bindungseigenschaf ten 
aufweisenden Fragmente oder Konjugate. 

8. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er ein humanisierter monoklonaler Antikor- 
per aus der Maus ist . 

9. Monoklonaler Antikorper, der von einer der unter den 
Bezeichnungen 4E9/B2/C1; 4C1/E1/G8; IBl/ElO/Bll /C12 ; 
7E3/F8/E3; 3H10/A11/A1 bei DSMZ, Braunschweig, nach dem 
Budapester Vertrag am 19.2.1999 hinterlegten Hybr idomzel len 
produziert wird. 
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Zu s ammezi £ a s s ling 



Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den TSH- 
Rezeptor im Rahmen der Therapie des Morbus Basedow sowie fur 
eine solche Verwendung geeignete monoklonale Antikorper 



Verwendung von blockierenden Antikorpern gegen den humanen 
TSH-Rezeptor (hTSH-Rezeptor ) oder ihrer spezifisch bindenden 
Fragmente zur Behandlung von bzw. zur Herstellung von Arz- 
neimitteln zur Behandlung von Hyperthyreosen, die auf stimu- 
lierende Autoant ikorpern gegen den hTSH-Rezeptor (Morbus 
Basedow) oder eine Uberstimulat ion der Schilddriise durch 
endogenes TSH oder auf aktivierende Mutationen des hTSH- 
Rezeptors zuruckzuf uhren sind, und zur Behandlung der endo- 
krinen Orbitopathie , sowie spezielle blockierende monoklona- 
le Antikorper, die die den Positionen 381 bis 384 des huma- 
nen TSH-Rezeptors ent sprechende Minimalsequenz FDSH erken- 
nen . 
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